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摘　要　为降低抗生素替代品———大豆活性肽绿色饲料添加剂的生产成本 ,采用紫外线与亚硝基胍 (N TG)多重诱

变的方法选育芽孢杆菌 CAU208 ,以提高产蛋白酶能力。结果显示 :15 W紫外灯最适照射时间 3 min ,距离 30 cm ;

亚硝基胍最适质量浓度为 1 mg/ mL ,且效果好于前者 ,两者复合诱变比单一诱变效果好。将诱变选育的蛋白酶高

产菌株 No. 111用于液态发酵制备大豆肽饲料添加剂 ,60 h发酵液的水解度为 2619 % ,比母本菌株 CAU208的水解

度 1815 %提高了 8个百分点。如果两者达到相同的水解度 (1910 %) ,则 No. 111比 CAU208的发酵周期缩短约 12

h。10次传代实验表明该菌株遗传性能稳定。
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Abstract　In order to reduce the cost of s oy2p ep etide production , a high yield proteas e s train from its p arent s train

CAU208 was s creened by treating with UV and NTG. The res ults showed that the optimum conditions of UV were 3 min ,

30 cm , and the s uitable concentration of NTG was 1 000μg/ mL , although the effects of NTG were better than UV , but

the combined us e of UV with NTG was better than single . At the cycle of 60h ,the degree of hydrolysis (DH) of No. 111

was 2619 % and increas ed by 4213 % comp ared with CAU208. To achieve the s ame DH(1910 %) , No. 111 fermenta2
tion cycle could shorten about 12 hours than CAU208 in producing s oy2p eptide . No. 111 genetic quality was proved to

be stable by exp eriments .
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　　多年来在动物饲料中广泛使用抗生素、激素、β2
兴奋剂、重金属、镇静剂等药物性添加剂 ,导致畜禽

和水产品中药物残留严重 ,产品品质下降 ,细菌耐药

性增强、耐药菌株增多 ,给人类安全和生态环境带来

很大威胁。近年来消费者对食品安全问题更加关

注 ,许多国家已禁用或限制抗生素的使用 ,并加速开

发和推广新型安全高效的绿色饲料添加剂。

大豆生物活性肽的出现为开发新型绿色饲料添

加剂开辟了一个新途径。大豆肽具有易消化吸收、

抗氧化、降血压、降胆固醇、促进矿物质吸收和脂肪

代谢、刺激微生物生长和低过敏原性[1 - 5 ]等特性。

本实验室多次试验表明大豆肽饲料添加剂对于猪、

蛋鸡以及鱼类的生产性能、肉品质、饲料转化率和存

活率等指标都有明显的影响。目前 ,大豆肽主要是

通过酶解法生产 ,由于酶的价格昂贵 ,使大豆肽的生

产成本、市场价格较高 ,限制了其在畜牧业中的广泛

应用。用微生物发酵法制备大豆肽 ,较酶解法可以

降低生产成本。本研究旨在利用物理和化学诱变方

法选育芽孢杆菌 CAU208 ,为发酵法制备大豆生物

活性肽提供高效菌株。
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1　试验材料

1)菌株。

芽孢杆菌 CAU208 ,购于中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物中心。

2)诱变剂。

功率 15 W紫外灯 ;亚硝基胍 (N TG)为分析纯

(质量分数 > 97 %) ,瑞士 Fluka公司生产。

3)培养基。

激活培养基 :蛋白胨 5 g ,葡萄糖 5 g ,酵母浸粉 5

g ,磷酸氢二钾 4 g ,琼脂 13 g ,水 1 000 mL。

种子培养基 :蛋白胨 5 g ,葡萄糖 5 g ,酵母浸粉 5

g ,磷酸氢二钾 4 g ,豆粕粉 2 g ,水 1 000 mL。

分离培养基 :蛋白胨 2 g ,葡萄糖 5 g ,酵母浸粉 3

g ,磷酸氢二钾 4 g ,脱脂奶粉 7 g ,琼脂 13 g ,水 1 000

mL。

发酵培养基 :豆粕粉 100 g/ L ,糖蜜 717 mL/ L。

2　试验方法

1)诱变方法[6 - 10 ]。

紫外线诱变 :菌种经激活培养基和种子培养基

各培养 36 h ,调节单细胞菌悬液活菌数至 106～108

个/ mL ,液层厚度 012～014 cm ;紫外灯功率 15 W ,

照射时间 0 ,1 ,2 ,3 ,4和 5 min ,距离 30 cm。

亚硝基胍诱变 :待处理的菌悬液 (预培养 36 h)

活菌数 105～108个/ mL ,亚硝基胍终质量浓度为 0 ,

016 ,018 ,110和 112 mg/ mL ,30 ℃水域处理 30 min。

紫外线与亚硝基胍复合诱变 :待处理的菌悬液

(预培养 36 h)活菌数 107～109 个/ mL ,亚硝基胍终

质量浓度为 110 mg/ mL ,30 ℃水域处理 30 min ,取

亚硝基胍处理后的液层厚度 012～014 cm ;进行紫

外线诱变 ,紫外灯功率 15 W ,照射时间 3 min ,距离

30 cm。

2)筛选方法。

初筛 :根据菌落在分离培养基产生的透明圈直

径与菌落直径的比值 ,筛选出比值大的菌株。

复筛 :初筛所得菌株经种子培养基培养 ,接种于

发酵培养基 ,一定发酵周期后测定发酵液水解度。

3)水解度的测定。采用茚三酮法[11 ]。

3　结果与分析

311　诱变剂用量与诱变效果

随着紫外线处理时间的延长 ,细菌致死率逐渐

增加 ,但 3 min时正变率达最大值 (表 1) ,且诱变菌

落形态变异较大。鉴于诱变的目的是获得高产菌

株 ,故选 3 min为正式诱变处理时间。

表 1　紫外线处理时间对 CAU208诱变效果的影响

Table 1　The mutation results of CAU208 by
treating with UV %

项　目
诱变时间/ min

0 1 2 3 4 5

正变率 0 818 1010 1513 1410 915

致死率 0 2014 3819 7613 8516 9818

原菌株对 N TG这一高效诱变剂非常敏感 ,

N TG质量浓度为 012 mg/ mL 时致死率和正变率相

对很低 ,随着 N TG质量浓度的增加 ,致死率和正变

率变化很大 ,当 N TG质量浓度为 110 mg/ mL 时 ,致

死率达 9816 % ,此后变化不明显 ,而此时正变率也

达最大值 (表 2) ;故选亚硝基胍的诱变剂量为 110

mg/ mL。

表 2　亚硝基胍对 CAU208的诱变效果

Table 2　The mutation results of CAU208 by
treating with N TG %

项目
亚硝基胍质量浓度/ (mg·mL - 1)

0 012 014 016 018 110 112 114

正变率 0 413 1015 1918 2416 3216 1911 517

致死率 0 3012 4811 6719 8112 9816 9912 9817

312　紫外线和亚硝基胍诱变所得高效菌株

紫外线照射 3 min 后经初筛得到正变菌株 87

株 ,亚硝基胍 110 mg/ mL 作用后经初筛得到正变菌

株 96株 ,将这 183株正变菌株接入 100 mL/ 250 mL

的三角瓶发酵培养基中 ,进行 2次复筛 ,测定豆粕水

解液的水解度 ,得到 5 株较稳定的正变菌株。这 5

株菌相对于母本的水解能力都有提高 ,但亚硝基胍

处理优于紫外线处理 ,特别是 No. 3菌 ,在 60 h时水

解度比 CAU208 提高了 1814 % ,而 U02 提高了

1013 % (表 3) 。

为获得高产菌株 ,对上述 5株菌进行如下处理 :

U01 ,U02进行 N TG诱变 ; No. 1 ,No. 2 和 No. 3 进

行紫外线处理 ,诱变所得菌株经 2 次复筛得到 2 株

性能良好且稳定的菌株 No. 11 和 No. 31 ,再将此 2

株菌同时进行紫外线与亚硝基胍复合诱变 ,得到 3

株稳定性较好的正变株 :No. 111 ,No. 112和 No. 311。
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表 3　紫外线与亚硝基胍诱变结果比较

Table 3　Comparision of mutation results by
treating with UV and N TG

诱变剂
菌株

编号

水解度

发酵 48 h 发酵 60 h

提高率/

%①

CK CAU208 1412 1815

紫外线
U01 1517 1919 716

U02 1611 2014 1013

No. 1 1612 2018 1214

亚硝基胍 No. 2 1712 2113 1511

No. 3 1719 2119 1814

No. 111 1915 2619 4514

紫外线 +亚硝基胍 No. 112 2018 2715 4816

No. 311 1817 2516 3814

　　注 :①发酵时间为 60 h。CK为不加任何诱变剂。

可以看出 ,经过 UV 和 N TG协调作用后 ,菌株的水

解能力明显提高 ,No. 112 在发酵 48 h 的水解度已

高于 CAU208发酵 60 h的水解度 (表 3) ;诱变菌株

使发酵周期缩短 ,大大降低了发酵成本。

313　传代稳定性

有些经人工诱变处理得到的高产突变菌株遗传

基因型不稳定 ,易出现回复突变或产量下降等问题 ,

故需验证其传代稳定性后 ,再选择连续传代后产量

不下降且生产性能好的菌株用于以后的生产。

将诱变得到的 3株高产菌接种到活化培养基上

作为第 1代 ,以后每隔 5 d传代 1次 ,共传 10代 ,将

每一代进行摇瓶发酵 ( 250 mL 三角瓶装液 100

mL) ,测定发酵液的水解度 ,结果见表 4。可见突变

株 No. 311稳定性不好 ,产生突变回复现象 ;No. 111

和 No. 112有较好的稳定性 ,且 No. 112 的生产性能

好于 No. 111 ,但 No. 112 的发酵液黏稠 ,不易于发

酵液后处理。从整个发酵工艺考虑 ,选 No. 111 为

保留菌株。

表 4　不同菌株传代水解度的比较

Table 4　DH of different mutant strains %

菌株编号
传　代　数

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

No. 111 2714 2618 2714 2810 2619 2711 2715 2717 2610 2613

No. 112 2814 2718 2619 2715 2910 2714 2816 2811 2715 2818

No. 311 2617 2514 2510 2316 2217 2417 2119 2018 2010 1915

　 　注 :发酵时间为 60 h。

314　诱变菌落的形态变异

CAU208初始菌株的菌落为淡黄色、隆起 ,中间

有小圆梗 ,有放射纹 ,四周呈裂叶状。

诱变处理后突变株的菌落形态发生了很大变

化 ,可归纳为以下 4 大类 : 1)白色 ,低隆起 ,表面湿

润 ,呈地毯绒状 ,边缘整齐 ;2)淡蓝色 ,低隆起 ,有放

射纹 ,边缘波浪状 ;3)淡黄色 ,高隆起 ,中间低 ,菌落

和培养基结合紧密 ,边缘整齐 ;4)黄色 ,菌落小 ,低隆

起 ,表面光滑湿润 ,边缘整齐。其中 1)和 2)类的变

异株中几乎全部为负变株 ,水解能力较原菌株低很

多 ,而 3)和 4)类中多数变异株为正变株 ,但第 3)类

的发酵液较黏稠 ,不易于产品的分离提纯。诱变菌

落的形态变异为筛选高产菌株提供了方便。

4　讨　论

411　诱变剂用量与诱变效果的关系

诱变剂用量是影响诱变效果的重要因素之一 ,

随着诱变剂用量的增加 ,正变率和致死率上升 ,有更

多的优良菌株得以存活、生长。但两者的变化规律

并非同一过程的平行效应 ,当诱变剂用量增加到某

一值时 (紫外线照射 3 min ,N TG质量浓度 110 mg/

mL) ,用量再增加 ,虽然致死率相应上升 ,可正变率

开始下降 ,这给高产菌株的分离筛选带来很大困难 ,

所以选择致死率为 7613 %时的紫外线照射时间和

致死率为 9816 %时的亚硝基胍剂量作为诱变剂用

量 (表 1 ,2) 。这比有关报道诱变剂的用量一般为菌

株出现 60 %～70 %的致死率时的剂量[12 ]稍微高

些 ,这是因为不同的菌株对同一种诱变剂的敏感程

度不同 ,即使是同一种菌、同一种诱变剂 ,菌的生长

阶段不同 ,诱变效应也是不一样的。

412　不同诱变剂对诱变株水解蛋白能力的影响和

作用机理分析

紫外线和亚硝基胍均可不同程度地提高原菌株

的水解能力 ,但亚硝基胍诱变获得的菌株 No. 3 比

紫外线获得的 U02 (表 3)效果好。这可能是因为两

者的作用机制不同 :紫外线的生物学效应主要是使

63
　

中 国 农 业 大 学 学 报 2005年 第 10卷



DNA分子强烈吸收紫外线 ,从而引起 DNA链断裂 ,

DNA分子内部和分子之间交联 ,核酸与蛋白质交

联 ,嘧啶水合作用以及形成嘧啶二聚体 ,妨碍 DNA

链的正常解开与复制 ,从而引起生物体的基因突变

或死亡 ;亚硝基胍则是烷基化试剂 ,其烷基化位点主

要在鸟嘌呤 N27位和腺嘌呤 N23位 ,但这 2个碱基

的其他位置以及其他碱基上许多位置也能被烷化 ,

烷化后碱基也像碱基类似物一样引起碱基配对错

误[13 ]。可能碱基错配更有效地改变了原菌的遗传

性能 ,所以突变株的水解力提高的较多。复合诱变

后 ,高产菌 No. 111 的水解力比原菌株提高了

4213 % ,这是由于诱变剂的作用有累加和协同效果 ,

经一种诱变剂作用后的基因对菌种起到了一定的驯

化、诱导作用 ,使它对另一种作用机理不同的诱变剂

更敏感 ,但试验证明 ,连续使用同一种诱变剂却不如

首次的作用效果[14 ] ,可能菌株对相同的作用方式有

了抵抗性。所以不断更换诱变剂的种类比使用同一

种诱变剂好 ,诱变剂的复合处理比使用单一诱变剂

效果好。

413　菌株的生理状态与诱变效果的关系

菌株的生理状态与诱变效果有密切关系 ,例如

有的碱基类似物、亚硝基胍等只对分裂中的 DNA

有效 ,对静止的或休眠的孢子或细胞无效 ;而另外一

些诱变剂 ,如紫外线、亚硝酸、烷化剂、电离辐射等能

直接与 DNA 起反应 ,因此对静止的细胞也有诱变

效应 ,但是对分裂中的细胞更有效。因此本实验在

诱变前将菌培养了 36 h 使微生物处于对数生长阶

段 ,以提高诱变效率。

5　结　论

1)紫外线和亚硝基胍均能有效改善芽孢杆菌

CAU208的产酶能力。单因素作用时 15 W紫外灯

最适照射时间为 3 min ,亚硝基胍最适质量浓度为

110 mg/ mL ,且后者的作用效果好于前者 ,两者复合

诱变作用比单一诱变剂的效果好。

2)用本研究所选的 No. 111 突变株发酵制备大

豆肽饲料添加剂 ,比原菌株缩短发酵周期约 12 h ,生

产成本降低 20 %。
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